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研究成果の概要（和文）：本研究では、申請者が独自に同定した細胞老化特異的な遺伝子の細胞老化における機
能を解析することにより個体老化への関連を明らかにすることを目指して行った。PRODHおよびDAO、LY6Dの3種
類の老化関連遺伝子について、老化細胞での機能を解析した結果、PRODHとDAOは活性酸素種の産生による老化促
進、LY6Dは空胞形成による老化細胞の生存促進に働くことが明らかとなった。本結果は細胞老化を誘導する分子
メカニズムの解明および老化細胞の特性に対する理解を促進し、今後の老化研究の発展に寄与すると考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the relationships between cellular 
senescence-specific genes and organismal aging. Functional analyses of cellular senescence-specific 
genes (PRODH, DAO, and LY6D) that were previously identified by our group, were conducted. The 
results revealed that PRODH and DAO promote cellular senescence through the production of reactive 
oxygen species and LY6D contributes to survival of senescent cells through the formation of 
cytoplasmic vacuoles. These results are expected to provide a better understanding of the character 
of senescent cells and also be valuable in the general field of aging research.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 細胞老化　個体老化　活性酸素種　マクロピノサイトーシス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により今まで細胞老化における機能が未知であったPRODHおよびDAO、LY6Dの役割が明らかとなったことか
ら、老化細胞の特性についての理解を推進できたと考えられる。近年、生体内に蓄積した老化細胞が個体老化や
老化関連疾患を促進することが示されてきているため、老化細胞の特徴に関する知見は個体老化の理解や治療法
の開発に必要であると考えられる。今後、本研究で明らかとなった遺伝子機能を調節することによる老化関連疾
患の治療法や予防法の開発が可能となることも期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 昨今の少子高齢化により、老化関連疾患の根本的な治療法や予防法の開発は急務であると言
える。近年、体内に蓄積した老化細胞を取り除くことで様々な老化関連疾患を改善できることが
示されてきているが、生体内で起こる細胞老化を人為的に調節し、老化関連疾患の治療につなげ
る方法はまだ確立されていない。これは細胞老化の分子メカニズムが未だ明らかでなく、細胞老
化を人為的に制御する際の適切な標的分子が見出されていないことが原因の一つである。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は細胞老化制御による個体老化の治療法確立を目指して、細胞老化が誘導され
る分子メカニズムを明らかにすることである。申請者が独自に同定した老化細胞特異的に発現
が上昇する遺伝子群に着目して、細胞老化における機能を解析することで細胞老化に至るメカ
ニズムおよび老化細胞が持つ特徴を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 

申請者が同定した老化特異的な遺伝子のうち、プロリン脱水素酵素（PRODH）および D-アミノ
酸酸化酵素（DAO）、Lymphocyte Antigen 6 family member D (LY6D)の 3遺伝子について、強制
発現や発現阻害を用いて、老化細胞における機能解析を行った。また、必要に応じてそれぞれの
タンパク質に特異的な活性阻害剤および関連因子や特定の細胞機能を調節する薬剤を使用した。
細胞にはがん細胞および正常繊維芽細胞を用い、抗がん剤処理による DNA 損傷誘導や長期培養
により細胞老化を誘導した。 
 
 
４．研究成果 
 
 下記 3 遺伝子について老化細胞における機能を解析した。 
(1) プロリン脱水素酵素（PRODH） 

PRODH はミトコンドリアに局在するプロリン酸化酵素であり、酸化反応の際に副産物とし
て活性酸素種を発生させる。活性酸素種は DNA 損傷を誘導することが知られているため、
PRODH 発現上昇と細胞老化との関連を解析した結果、老化時の PRODH 発現上昇が活性酸素種
の増加および DNA 損傷の亢進を介して細胞老化を促進していることが明らかとなった（図
1）。PRODH の活性阻害剤（L-THFA）および PRODH の活性を欠損させた変異体を用いた実験か
ら、PRODH による老化促進には PRODH の酵素活性が必要なことがわかった。以上の結果は複
数の学会および Journal of Cell Science誌（J Cell Sci. 2017; 130: 1413-1420. doi: 
10.1242/jcs.196469.）にて発表した。 
 

(2) D-アミノ酸酸化酵素（DAO） 
DAO はペルオキシソームに局在する D-アミノ酸酸化酵素である。タンパク質を構成する

アミノ酸は通常 D 体ではなく L 体であるが、近年、D-アミノ酸の生体内での機能が報告さ
れつつある。DAOも PRODH と同様、基質の酸化反応の際に活性酸素種を発生させることが知
られているため、細胞老化との関連を解析した結果、細胞老化を促進することが明らかとな
った（図 2A）。ただし PRODH とは異なり、DAO の発現上昇のみでは老化誘導能はなく、DAO
の補酵素であるフラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）の細胞内濃度の増加による活性上
昇が老化促進に必要であることがわかった（図 2B）。さらに、FAD の前駆体であるリボフラ
ビンの輸送体である SLC52A1の発現を阻害すると DAOによる老化促進は見られなくなった。
SLC52A1 も申請者が以前に老化特異的な遺伝子として同定した因子であるため、老化時に発
現上昇する遺伝子同士の相互作用も明らかになりつつあると言える。以上の結果は複数の
学会および Life Science Alliance誌（Life Sci Alliance. 2019; 2: e201800045. doi: 
10.26508/lsa.201800045.）にて発表した。 

 
(3) Lymphocyte Antigen 6 family member D (LY6D) 

細胞表面に存在する LY6D は機能未知の遺伝子である。強制発現や発現阻害による細胞老
化への影響は見られなかったが、強制発現時に細胞質に顕著な空胞形成が観察された。空胞
形成は老化細胞の形態的特徴であることから、LY6D と老化時の空胞との関連を解析した。そ
の結果、空胞形成はエンドサイトーシスの一種であるマクロピノサイトーシスに由来するも
のであること、およびマクロピノサイトーシス誘導には LY6D が細胞膜の脂質ラフト上で Ras
や Src と複合体を形成することが必要であることが明らかとなった。また、空胞の生理的意
義を検討したところ、老化細胞が細胞外液を空胞に取り込むことによって生存を維持してい
ることが明らかとなった（図 3）。以上の結果に関して、複数の学会で発表し、現在国際誌に



て論文改訂を行っている状況である。 
 
以上までの結果から、本研究により申請者が同定した遺伝子群の細胞老化における機能が明

らかとなり、細胞老化を誘導する分子メカニズムの解明および老化細胞が持つ特徴の理解に寄
与したと考えられる。 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. PRODH は活性酸素種の産生により細胞老化を促進する 

老化マーカーである SA-β-gal染色により PRODH と細胞老化との関連を解析した。PRODH の強制

発現は DNA損傷剤である Etoposide により誘導された細胞老化を促進した（Bar 5と Bar 7を比

較）が、活性酸素種の除去剤である NACを処理するとその効果は有意に抑制された（Bar 7と Bar 

8を比較）。 
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図 2. DAO はリボフラビンおよび活性酸素種に依存して細胞老化を促進する 

老化マーカーである SA-β-gal染色により DAO と細胞老化との関連を解析した。(A)DAO による

細胞老化の促進は活性酸素種の除去剤である NAC 処理により抑制された（Bar 2と Bar 4を比

較）。(B) DAO の強制発現のみでは細胞老化は誘導されないが、リボフラビンを培養液に添加す

ることで老化誘導能が見られた（Bar 4と Bar 5を比較）。 

 

 

Fig. 3. PRODH induces senescence via ROS production. (A) U2OS cells transfected with pcDNA3-HA encoding WT PRODH were subjected to immunoblot
analysis. (B,C) PRODH-overexpressing U2OS cells selected with G418 and treated with 2 µM etoposide for 7 days were subjected to staining of SA-β-Gal (B) and
an EdU proliferation assay (C). (D) PRODH-overexpressing U2OS cells selected with G418 and treated with 2 μM etoposide for 7 days in DMEM supplemented
with the indicated concentrations of proline were subjected to staining of SA-β-Gal. Proline was not present in the base DMEM. (E) PRODH-overexpressing
U2OS cells treated with 2 μM etoposide for 7 days were subjected to Annexin V staining. (F) PRODH-overexpressing U2OS cells were treated with 2 µM
etoposide for 30 h, and ROS levels were measured using the ROS-Glo H2O2 Assay kit. (G,H) U2OS cells transfected with pcDNA3-HA encoding WT PRODH
were selected with G418 and treated with 2 µM etoposide in the presence of 5 mM NAC. After incubation for 7 days, the cells were subjected to staining for SA-β-
Gal (G) and anEdU proliferation assay (H). (I) U2OS cells treatedwith 2 µMetoposide and 5 mML-THFAwere subjected to aROS assay using theROS-Glo H2O2

Assay kit. (J) U2OS cells depleted of PRODH were treated with 2 µM etoposide for 30 h, and ROS levels were measured with a different ROS-sensitive dye,
CM-H2DCFDA. (K,L) Hs68 cells treated with 0.5 μM etoposide for 7 days in the presence of 5 mM NAC and/or 5 mM L-THFA as indicated were subjected to
staining for SA-β-Gal (K) and an EdU proliferation assay (L). Data are mean±s.d. Statistical significance was determined using the Student’s t-test analysis
(n=3 independent cultures). n.s., not significant (P>0.05).
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図 3. LY6D はマクロピノサイトーシスによる空胞形成を誘導し、老化細胞の生存を促進する 

細胞老化を誘導する刺激に応答して発現上昇した LY6D は細胞膜の脂質ラフト上で Src や Rasと

会合し、エンドサイトーシスの一種であるマクロピノサイトーシスを誘導する。細胞はマクロピ

ノサイトーシスにより細胞外物質を取り込んだ空胞を形成し、中身を分解して用いることで生

存を維持していると考えられる。 
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